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3 1. Einleitung 

1. Einleitung  

1.1.1 Pankreaskarzinom 

1.1.1 Therapie und Tumormikroenvironment 

Bei der Behandlung des Pankreaskarzinoms spielt die Zusammensetzung der tumor 

microenvironment (TME) eine entscheidende Rolle. Während in vielen anderen 

Tumorentitäten im letzten Jahrzehnt Immuntherapeutika die Behandlungsregime 

revolutioniert haben [4, 5], bleibt die Therapie des Pankreaskarzinoms im Wesentlichen 

unverändert. Die chirurgische Resektion, sofern diese möglich ist, und Chemotherapie 

bilden hierbei die bislang wichtigsten Behandlungsoptionen [6, 7]. Abhängig vom 

Gesundheitszustand des Patienten können aggressivere Chemotherapie-Protokolle 

wie FOLFIRINOX (Fluorouracil, Leucovorin, Irinotecan und Oxaliplatin) und 

nab-Paclitaxel mit Gemcitabine das Überleben für einige Monate verlängern [8, 9]. Oft 

begrenzt hierbei jedoch die Toxizität den Einsatz.  

 

Eine gezielte Therapie, beispielweise mit Inhibitoren von Wachstumsfaktorrezeptoren 

(EGFR-Inhibitor [10], Tyrosinkinase-Inhibitoren [11]), von Angiogenese 

(VEGF-Inhibitoren [12, 13]), des Tumorstromas (Matrixmetalloproteinase [14], 

Hyaluronsäure [15]), oder des KRAS-Signalwegs (MEK-Inhibitor [16], 

PI3K-Inhibitor [17]), konnte bisher nur mit Erlotinib (EGFR-Inhibitor) erfolgreich 

umgesetzt werden [18, 19].  

 

Der Einsatz von Immuntherapeutika verlief bisher weitgehend enttäuschend [20, 21]. 

Checkpoint-Inhibitoren, wie beispielsweise anti-CTLA4- und anti-PD-1-Antikörper, 

zeigten nur für ein kleines Patientenkollektiv versprechende Erfolge [22]; dennoch 

wurde Pembrolizumab von der FDA für Patienten mit Mikrosatelliten-instabilen 

Tumoren, inklusive Pankreaskarzinomen, zugelassen [23, 24]. Verschiedene 

Vakzinierungsstrategien mit Tumorzelllysat [25], rekombinanten Peptiden [26], oder 

vektorbasierte Impfstoffe [27], konnten in klinischen Studien zwar eine Induktion von 

tumorantigenspezifischen T-Zellen zeigen, das Überleben jedoch nicht verlängern.  

 

Gründe für das Versagen der Immuntherapie liegen zum einen in der geringen 

Mutationslast und der damit einhergehenden niedrigen Zahl an Neo-Antigenen, zum 



4 1. Einleitung 

anderen an der stark immunsuppressiven TME aus dichtem fibrotischem Stroma und 

immunsuppressiven Immunzellpopulationen [28-31]. Um die immunsuppressiven 

Anteile der TME, wie z. B. myeloid-derived suppressor cells (MDSC) und Tumor-

assoziierte Makrophagen (TAM), gezielt zu adressieren, wurde zum einen versucht mit 

Zoledronsäure die MDSC-Population zu depletieren [32] und zum anderen mittels 

CCR2-Inhibiton die Rekrutierung von M2-polarisierten Makrophagen in den Tumor zu 

verhindern [33]. Beide Medikamente konnten jedoch keine Überlegenheit gegenüber 

der etablierten Standardtherapie demonstrieren [34]. 

 

 

1.1.2 Pankreaskarzinommodelle 

In der vorliegenden Arbeit wurden syngene orthotope Pankreaskarzinommodelle 

verwendet, wie beispielsweise das Panc02 Modell [1, 2], welches aggressive Tumore 

mit einer stark ausgeprägten immunsuppressiven TME ausbildet, und das T110299 

Modell [1-3], welches aus genetisch modifizierten Mausmodellen (GEMM; hier: 

LSL-KrasG12D/+ LSL-Trp53R172H/+ Pdx1-Cre (KPC)) entstammt [35]. Letzteres besitzt, 

ähnlich dem humanen Pankreaskarzinom, genetische Instabilitäten, welche eine 

desmoplastische Stromareaktion hervorrufen und folglich eine gewisse 

Therapieresistenz widerspiegeln [35-37].  

 

 

1.2 Myeloid-derived suppressor cells 

1.2.1 Charakterisierung 

Eine Population von Zellen myeloiden Ursprungs, mit der Fähigkeit eine 

T-Zell-Immunität zu unterdrücken, sind myeloid-derived suppressor cells (MDSC) [38]. 

Sie entstehen unter dem systemischen Einfluss eines Malignoms aus myeloiden 

Vorläuferzellen und werden unterteilt in PMN-MDSC mit polymorphem Kern und 

monozytäre M-MDSC [38]. Für ihre Identifizierung wird die T-Zell-Suppressivität sowie 

die Expression bestimmter Oberflächenmoleküle (PMN-MDSC: 

CD45+ CD11b+ Ly6G+ Ly6Cint; M-MDSC: CD45+ CD11b+ Ly6G- Ly6Chigh) vorausgesetzt 

[38]. MDSC können die Immunantwort hemmen und Tumorwachstum begünstigen [39, 

40], weshalb sie in verschiedenen Tumorentitäten, u. a. auch im Pankreaskarzinom, 

mit einer schlechten Prognose assoziiert sind [41, 42]. Vom Tumor werden dabei 
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Faktoren produziert, die eine Expansion des myeloiden Kompartments und eine 

Mobilisation aus dem Knochenmark veranlassen (GM-CSF, G-CSF, IL-6) [43]. Ähnlich 

wie tumorassoziierte Makrophagen (TAM), die unter pathologischen Konditionen eine 

alternative (M2) Aktivierung erfahren, spricht man auch bei MDSC von einer 

klassischen M1- und einer alternativen M2-Polarisierung [44]. Durch die Ausschüttung 

beispielsweise von TNF-α, IL-1β, IFN-γ und IL-6 von Tumorzellen wird die 

pathologische Aktivierung vermittelt [44, 45]. Während ein M2-Phänotyp generell als 

immunsuppressiv und tumorfördernd gilt, sind M1 Zellen immunaktivierend und 

unterscheiden sich in ihrem Expressions- und Zytokinprofil. M2-Marker sind 

beispielsweise der Mannose-Rezeptor (CD206), TGF-β, VEGF, Arginase und 

Galectin-9, sowie die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie STAT3, STAT5B und 

STAT6 [46]. Eine klassische M1-Aktivierung ist durch die Sekretion immunaktivierender 

Zytokine (IL-12, TNF-α), STAT1 Aktivierung und zytotoxischer Funktion (Produktion 

von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffradikalen) gekennzeichnet [47]. 

 

 

1.2.2 Suppressionsmechanismen 

MDSC weisen verschiedene suppressive Mechanismen auf, die von Faktoren des 

umgebenden Milieus beeinflusst werden. Eine Inhibierung der T-Zell-Proliferation und 

T-Zell-Apoptose verursacht die Depletion essentieller Aminosäuren, wie Arginin und 

Tryptophan, durch Arginase 1 (ARG1) bzw. Indoleamin-2,3-Dioxygenase 1 (IDO1) [48]. 

NOX und iNOS katalysieren die Erzeugung von reaktiven Sauerstoff- und 

Stickstoffspezies (ROS, NOS), die wiederum den T-Zell-Rezeptor in seiner Funktion 

stören und zum Proliferationsstopp der T-Zelle führen [47]. Die Oberflächenexpression 

von PD-L1 durch MDSC inhibiert T-Zellen bei direktem Zell-Zell-Kontakt [49]. 

Außerdem sezernieren MDSC immunsuppressive Zytokine wie TGF-β und IL-10, die 

zur Induktion von regulatorischen T-Zellen, M2-Polarisierung von Makrophagen und 

NK-Zell-Hemmung führen [46]. Zudem werden Chemokine freigesetzt, die zur 

Rekrutierung weiterer suppressiver Zellen beitragen [50]. Aufgrund ihrer Plastizität ist 

es schwierig, gezielte Therapien gegen MDSC zu entwickeln. Bisherige Strategien 

konzentrierten sich hauptsächlich auf ihre Reduktion und Unterbindung ihrer 

Rekrutierung [32-34, 51, 52]. Depletion bzw. Umprogrammieren von MDSC von M2 zu 

M1-Zellen stellen weitere interessante Therapiestrategien zur Umgehung der 

Immunsuppression des Tumors dar. 
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1.3 RIG-I-like Rezeptoren 

1.3.1 RLR-Familie 

Zur Familie der retinoic acid-inducible gene like receptors (RLR) gehören retinoic acid 

inducible gene I (RIG-I), melanoma differentiation-associated gene 5 (MDA5) und 

laboratory of genetics and physiology 2 (LGP2). Es handelt sich um stark konservierte 

und weitläufig exprimierte zytosolische DExD/H-Box-RNA-Helikasen, die als 

Erkennungsrezeptoren für Virusinfektionen eine wichtige Rolle im angeborenen 

Immunsystem spielen.  

 

 

1.3.2 Liganden und Signaling 

RIG-I erkennt kurze (<1 kB) Doppelstrang-RNA mit 5’-Triphosphat-Ende (ppp-RNA), 

während MDA5 längere (> 2 kB) Doppelstrang-RNA (dsRNA), abhängig von der 

Sekundärstruktur [53], bindet. MDA5 wird zudem durch das synthetische 

dsRNA-Analogon polyinosinic:polycytidylic acid (Poly(I:C)) aktiviert, welches derzeit als 

Adjuvans und potenzielles Tumortherapeutikum getestet wird [54, 55]. Poly(I:C) und 

ppp-RNA können mit Polyethyleniminen (PEI) Komplexe bilden, die eine intrazelluläre 

Aufnahme bei der Transfektion sicherstellen. Die im aktivierten Zustand exponierte 

caspase activation and recruitment domain (CARD) von RIG-I oder MDA5 interagieren 

mit den CARD Molekülen von mitochondrial antiviral-signaling protein (MAVS). MAVS 

formt große Funktionskomplexe, die über eine Signalkaskade schließlich zur 

Aktivierung der Transkriptionsfaktoren interferon regulatory factor 3 (IRF3) und 7 

(IRF7) führen. Über nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B cells 

(NF-κB) werden Typ-I- und Typ-III-Interferone (IFN) induziert [56-58].  

 

 

1.3.3 Typ-I-Interferon 

Im Falle einer akuten Virusinfektion erfüllen Typ-I-Interferone in Immunzellen 

essenzielle Aufgaben: Auto- und parakrin binden die Interferone an Typ-I-IFN-

Rezeptoren und aktivieren die Janus kinase/signal transducers and activators of 

transcription (JAK-STAT) Signalkaskade. Dies führt zur Induktion von einer Vielzahl 

von interferon-stimulated genes (ISG), wodurch eine antivirale IFN-Antwort ausgelöst 

wird. Durch die Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine wird die antivirale 
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Immunfunktion induziert, die Antigenpräsentation von dendritischen Zellen (DC) 

verbessert und natürliche Killerzellen (NK) sowie zytotoxische T-Zellen aktiviert [59]. 

Bei hoher Viruslast in der infizierten Zelle kann zusätzlich durch die Aktivierung von 

Caspasen der Zelltod eingeleitet werden [60].  

 

Insgesamt führt dies zum Absterben infizierter Zellen, zum Schutz der umgebenden 

Zellen und zur Aktivierung der antigenspezifischen antiviralen Immunantwort, sodass 

eine akute Virusinfektion unter Kontrolle gebracht werden kann. Im chronischen 

Zustand, was beispielsweise bei Tumorerkrankungen zu beobachten ist, haben 

Typ-I-IFN eine zweischneidige Rolle. Einerseits induzieren sie die Expression von 

major histocompatibility complex-I (MHC-I) auf der Oberfläche von Tumorzellen und 

sorgen so für vermehrte Antigenpräsentation [61], andererseits wird die Expression von 

immunsuppressivem PD-L1 induziert [62, 63], Metastasierung gefördert und 

Stammzelleigenschaften der Tumorzellen erhalten [64]. 

 

 

1.3.4 RLR-Liganden für die Therapie von Pankreaskarzinomen  

Beim Einsatz von Radio- und Chemotherapie kommt es zum Absterben von 

Tumorzellen. Einige Chemotherapeutika können einen immunogenen Zelltod 

induzieren. Die Immunreaktion die dabei gegen die Tumorzelle ausgelöst wird, ähnelt 

derjenigen bei einer Virusinfektion [65, 66]. Eine vielversprechende Taktik für die 

Immuntherapie des Pankreaskarzinoms ist die Imitation einer viralen Infektion durch 

synthetische RNA-Moleküle als RLR-Liganden. So können antivirale 

Immunmechanismen gegen den Tumor gelenkt und die Immunsuppression und 

Apoptoseresistenz überwunden werden [65-68]. Die Zusammensetzung der TME wird 

verändert und es kommt neben der Aktivierung der angeborenen Immunantwort, zu 

einer Induktion einer adaptiven Immunantwort.  

 

Nachfolgend soll deshalb untersucht werden, ob RLR-Liganden sich zur 

Immuntherapie des Pankreaskarzinoms eignen und die detaillierten Mechanismen 

betrachtet werden, die zum Therapieerfolg der RLR-Liganden beitragen können. 
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2. Ergebnisse (veröffentlichte Originalarbeiten) 

 

2.1 RIG-I-like helicases induce immunogenic cell death of 
pancreatic cancer cells and sensitize tumors toward killing by 
CD8+ T cells 

Duewell P, Steger A, Lohr H, Bourhis H, Hoelz H, Kirchleitner SV, Stieg MR, 
Grassmann S, Kobold S, Siveke JT, Endres S, Schnurr M. 
RIG-I-like helicases induce immunogenic cell death of pancreatic cancer cells and 
sensitize tumors toward killing by CD8+ T cells.  
Cell Death and Differentiation 2014; 21:1825-1837 
 

 

2.2 Targeted activation of melanoma differentiation-associated 
protein 5 (MDA5) for immunotherapy of pancreatic carcinoma 

 
Duewell P*, Beller E*, Kirchleitner SV, Adunka T, Bourhis H, Siveke J, Mayr D, Kobold 
S, Endres S, Schnurr M. 
Targeted activation of melanoma differentiation-associated protein 5 (MDA5) for 
immunotherapy of pancreatic carcinoma.  
Oncoimmunology 2015; 4:e1029698  
 

 

2.3 Immunostimulatory RNA leads to functional reprogramming 
of myeloid-derived suppressor cells in pancreatic cancer  

 
Metzger P*, Kirchleitner SV*, Kluge M, Koenig LM, Hoerth C, Rambuscheck CA, 
Boehmer D, Ahlfeld J, Kobold S, Friedel C, Endres S, Schnurr M*, Duewell P*. 
Immunostimulatory RNA leads to functional reprogramming of myeloid-derived 
suppressor cells in pancreatic cancer.  
Journal for Immunotherapy of Cancer 2019; 7:288 



9 2. Ergebnisse (veröffentlichte Originalarbeiten) 

2.4 Erklärung zum Eigenanteil  

 
Zur Veröffentlichung “RIG-I-like helicases induce immunogenic cell death of pancreatic 

cancer cells and sensitize tumors toward killing by CD8+ T cells” [1] habe ich die 

Mausexperimente und Duchflusszytometrie für Fig. 7e beigetragen. Ebenso war ich an 

den Mausexperimenten für Fig. 7a-d und Suppl. 1-2 beteiligt. 

Für “Targeted activation of melanoma differentiation-associated protein 5 (MDA5) for 

immunotherapy of pancreatic carcinoma” [2] habe ich die Mausexperimente, ELISA, 

Durchflusszytometrie und qPCR für Fig. 5 a-c, e, g-h beigetragen. Außerdem habe ich 

die Mausexperimente für survival und rechallenge in Fig. 6a, 6c und 6d durchgeführt 

und ausgewertet. Des Weiteren habe ich den Begutachtern im Reviewprozess 

Abbildungen mit Daten aus dem KPC-Modell zur Verfügung gestellt, die nicht in die 

Publikation mitaufgenommen wurden, da sie Teil eines anderen Manuskripts sind. 

Alle experimentellen  Daten, die in “Immunostimulatory RNA leads to functional 

reprogramming of myeloid-derived suppressor cells in pancreatic cancer” [3] gezeigt 

werden, sind von mir generiert. Mit Ausnahme von Fig 3 und Fig 4a-b habe ich auch 

die jeweilige Analysemethode und Auswertung durchgeführt. Bei Fig 3 und Fig 4a-b 

waren Michael Kluge und Caroline Friedel für die bioinformatische Auswertung 

zuständig. Ich habe als erstes Mitglied der Arbeitsgruppe MDSC in den Mittelpunkt 

meiner Arbeit gestellt und selbstständig die Methodik für Durchflusszytometrie, MDSC-

Isolation mittels MACS, Kultivierung und T-zell-Suppresionsassays, mRNA-

Aufreinigung aus MDSC und next generation sequencing in der  Arbeitsgruppe 

etabliert. Nach zwei kurzzeitigen Mitarbeitern hat Philipp Metzger 2014 das MDSC-

Team schließlich dauerhaft verstärkt. Er war an den meisten Mausexperimenten 

beteiligt, die in die Publikation aufgenommen wurden und hat die erste Version des 

Manuskriptes geschrieben, weshalb wir uns die  Erstautorenschaft teilen. Dies wird 

auch in seiner Dissertation  erläutert [69].  
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3. Zusammenfassung und Diskussion  

 

Mechanismen der Immunaktivierung durch RLR-basierte Tumorimmuntherapie: 
[1] „RIG-I-like helicases induce immunogenic cell death of pancreatic cancer cells and 

sensitize tumors toward killing by CD8+ T cells“: Poly(I:C)-Therapie führt zu 

Tumorzelltot, wobei tumorassoziierte Antigene freigesetzt werden, die von DC 

aufgenommen und präsentiert werden können. Dadurch werden 

tumorantigenspezifische T-Zellen (CTL) generiert, was langfristig zur Ausbildung eines 

T-Zell-Gedächtnisses führt. [2] „Targeted activation of melanoma differentiation-

associated protein 5 (MDA5) for immunotherapy of pancreatic carcinoma“: Die 

Behandlung mit Poly(I:C) macht Tumorzellen empfindlich für einen 

Fas(CD95)-vermittelten Zelltod. CD8+ T-Zellen zeigen vermehrte zytolytische Aktivität 

und sind für den Therapieerfolg von RLR-Liganden mitverantwortlich. 

[3] „Immunostimulatory RNA leads to functional reprogramming of myeloid-derived 

suppressor cells in pancreatic cancer“: MDSC werden vom Tumor rekrutiert und 

supprimieren T-Zell-Funktion und Proliferation. Die Poly(I:C)-Therapie reprogrammiert 

suppressive MDSC, was zu einer verbesserten antitumoralen T-Zell-Antwort führt 

(eigene Abbildung). 
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3.1 Grundlagen der RLR-Therapie 

Humane Pankreaskarzinomzellen exprimierten MDA5 und verfügten über eine intakte 

Signalkaskade [2]. Humane Pankreastumore zeigten immunhistochemisch eine 

MDA5-Färbung, die invers mit der Differenzierung korreliert war (hohe 

MDA5-Expression in G2-Tumoren, niedrigere in G3- und G4-Tumoren) [2]. In 

PDAC-Zelllinien induzierte der synthetische MDA5-Ligand Poly(I:C) 

IRF3-Phosphorylierung, die Produktion von Typ-I-IFN, eine Hochregulation der 

MHC-I-Expression und Tumorzelltod, was typische Bestandteile einer antiviralen 

Immunantwort sind [2]. Ähnliche Effekte waren auch nach der RIG-I-Aktivierung mit 

ppp-RNA zu beobachten [67], allerdings waren bei Poly(I:C) deutlich geringere 

RNA-Konzentrationen erforderlich um effektiv Zelltod auszulösen [2, 67]. 

Poly(I:C)-vermittelte Effekte auf Tumorzellen waren dabei durch MDA5 vermittelt und 

nicht etwa durch RIG-I oder TLR3 [2]. Die Beteiligung des TLR3-Signalwegs konnte 

nicht komplett ausgeschlossen werden, auch wenn die ausbleibende Apoptose und 

IFN-Ausschüttung in Mäusen, die mit nicht komplexiertem Poly(I:C) behandelt wurden, 

eine tragende Rolle unwahrscheinlich machen [2]. 

 

 

3.2 Immunogener Zelltod nach Therapie mit RLR-Liganden  

Neben der RLR-vermittelten IFN-Ausschüttung und Aktivierung des angeborenen 

Immunsystems wurde in Tumorzellen direkt Zelltod ausgelöst, wobei maligne Zellen 

besonders empfindlich gegenüber dem RLR-vermittelten Zelltod waren [65, 68, 70, 71]. 

In einer Reihe humaner und muriner PDAC-Zelllinien war der Zelltod auslösbar und es 

zeigte sich kein Anzeichen für Apoptoseresistenz bei der Behandlung mit 

MDA5-Liganden [2], wie es beispielsweise bei Chemotherapie oder Bestrahlung der 

Fall war [66].  

 

In mehreren murinen Pankreaskarzinommodellen zeigte sich eine Poly(I:C)-basierte 

Therapie gut verträglich und das Überleben der Mäuse wurde verlängert [2]. Dieser 

Effekt war durch CD8+ T-Zellen vermittelt, während NK-Zellen nicht notwendig 

waren [2]. Außerdem bildete sich ein T-Zell-Gedächtnis aus, das therapierte Mäuse bei 

einer erneuten Tumorzellexposition schützte [2]. Auch eine Immunisierung mit 

apoptotischen Tumorzellen, die in vitro mit MDA5-Liganden behandelt worden waren, 

schützte Mäuse bei der anschließenden Implantation von vitalen Tumorzellen vor 

einem Anwachsen des Tumors [1].  
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Dies setzt die Ausbildung einer gegen den Tumor gerichteten adaptiven Immunantwort 

in vivo voraus. Demnach erfüllte der hier beschriebene RLR-vermittelte Zelltod die 

Schlüssel-Kriterien eines immunogenen Zelltods [72]. 

 

 

3.3 Tumorzelltod durch zytotoxische T-Zellen 

Nach Exposition mit RLR-Liganden wurde bei Tumorzellen MHC-I und Fas (CD95) 

hochreguliert, was sie empfindlich für einen Fas-vermittelten Zelltod durch zytotoxische 

T-Zellen (CTL) machte [1]. Es zeigte sich vermehrtes systemisches Auftreten von 

tumorspezifischen T-Zellen. Zudem exprimierten tumorinfiltrierende CD8+ T-Zellen 

vermehrt IFN-γ, Fas-Ligand (CD95L) und Perforin, als Ausdruck für gesteigerte 

zytolytische Aktivität [2]. Folglich konnte eine MDA5-Aktivierung die tumorinduzierte 

Immunsuppression überwinden und tumorspezifische T-Zellen aktivieren bzw. 

reaktivieren.  

 

 

3.4 Antigenpräsentation und DC-Aktivierung  

Für die effiziente Aktivierung des adaptiven Immunsystems war die 

Antigenpräsentation durch DC unerlässlich. Pankreaskarzinomzellen, die mit 

RLR-Liganden behandelt worden waren, führten bei CD8α+ DC zu Antigenaufnahme 

und Kreuzpräsentation von tumorassoziiertem Antigen, was sich in einer klonalen 

Expansion von gegen den Tumor gerichteten T-Zellen wiederspiegelte [1]. 

Tumorzellen, die mit Oxaliplatin oder Staurosporin behandelt worden waren, waren 

hingegen nicht in der Lage DC zu aktivieren bzw. eine Antigen-Präsentation auf MHC-I 

auszulösen, obwohl die Zellen effektiv abgetötet wurden [1]. Eine DC-Aktivierung wird 

durch die Freisetzung von Gefahrensignalen (z. B. danger-associated molecular 

patterns, DAMP) aus den Tumorzellen erreicht [73]. Tumorzellen, die mit 

RLR-Liganden behandelt worden waren, setzten hohe Mengen an 

high mobility-group protein B1 (HMGB1) frei, das über TLR2/4 und RAGE zur 

DC-Aktivierung führte [74, 75]. Dies trug hier jedoch nicht signifikant zur 

DC-Aktivierung bei, da diese auch in RAGE-/-, MyD88-/-, TRIF-/-, TLR4-/-, oder TLR2-/-

TLR4-/- DC unbeeinträchtigt waren [1]. Ebenso wenig war die DC-Aktivierung das 



13 3. Zusammenfassung und Diskussion 

Resultat eines NLRP3-Inflammasom-Signalings, da die Aktivierung auch in NLRP3-/--, 

ASC-/--, P2X7-/-- oder IL-18-/--DC normal funktionierte [1, 76]. 

 

In IFNAR-/--DC andererseits war keine Aktivierung möglich [1]. Sowohl nach 

intratumoraler als auch nach systemischer Applikation von Poly(I:C) zeigten sich im 

Tumorgewebe hohe Spiegel von Typ-I und Typ-II-IFN sowie ISGs [1, 2]. In CD8+DC 

wurden MHC-II und kostimulatorische Moleküle hochreguliert [1]. Im Blut fanden sich 

hohe Spiegel von Typ-I-IFN und die Aktivierung von zirkulierenden DC, T-Zellen, 

B-Zellen und NK-Zellen [2]. In vitro konnte exogen hinzugefügtes IFN weniger 

DC-Aktivierung verursachen als Medium von RLR-behandelten Tumorzellen [1]. Das 

vom Tumor stammende Typ-I-IFN war demnach für die DC-Aktivierung entscheidend, 

wenn auch nicht alleinig verantwortlich. 

 

 

3.5 Rolle der MDSC bei RLR-Therapie  

MDSC sind prägender Bestandteil der TME und tragen zur Aufrechterhaltung der 

Immunsuppression durch den Tumor bei.  

 

In den verwendeten Tumormodellen nahm mit zunehmender Tumorlast auch die Zahl 

der PMN-MDSC zu [3]. Die hohen Expressionsniveaus von ARG1 und PD-L1, beide 

mit bekannten T-Zell-Suppressionsmechanismen behaftet [77-80], wiesen auf eine 

pathologische Aktivierung hin [3]. MDSC konnten die T-Zell-Proliferation inhibieren [3], 

wobei sich im verwendeten T110299-Modell PMN-MDSC gegenüber M-MDSC als 

deutlich suppressiver zeigten [3]; ein Phänomen das auch in humanen Studien gezeigt 

wurde [78, 81-83]. Im direkten Vergleich zu MDSC aus der Milz waren MDSC aus 

Tumorgewebe zudem deutlich suppressiver [3, 50].  

 

Die RLR-Therapie änderte die Zusammensetzung der Immunzellpopulationen in Tumor 

und Milz, darunter auch die der MDSC [3, 67]. Die Poly(I:C)-Therapie war in der Lage, 

die suppressive Kapazität von MDSC zu inhibieren, was mit einer vermehrten 

Rekrutierung von aktivierten CD8+ T-Zellen in das Tumorgewebe einher ging [3]. Eine 

ähnliche Suppressionsreduktion von MDSC konnte für TLR7/8- und TLR9-Aktivierung 

in vivo gezeigt werden [84, 85]. Diese Veränderungen der MDSC-Funktion, die sich 
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auch auf transkriptioneller Ebene erkennen ließ, waren für den Übergang zu einem 

pro-immunogenen, T-Zell-angereicherten Tumormilieu charakteristisch [86]. 

 

 

3.6 IFN-abhängige Therapieeffekte auf MDSC 

Der Therapieerfolg im PDAC war abhängig von CD8+ T-Zellen [2]. Eine systemische 

T-Zellaktivierung hing auch von einem intakten Interferon-alpha-beta receptor 

(IFNAR)-Signaling ab [1], was die zentrale Rolle von IFN unterstrich [63, 87]. Auch die 

Änderung der MDSC-Zusammensetzung und Anzahl war teils IFNAR-vermittelt [3]. 

MHC-I und PD-L1-Expression auf MDSC wurde durch Poly(I:C)-Behandlung in Wildtyp 

Mäusen deutlich erhöht, in IFNAR-defizienten Mäusen jedoch nicht [3]. Für PD-L1 

wurde bereits gezeigt, dass es durch IFN auf MDSC induzierbar ist [88].  

 

In der Transkriptomanalyse zeigte sich, dass IFN-assoziierte Prozesse einen Großteil 

der posttherapeutischen Veränderungen in MDSC ausmachten [3]. Es wurde bereits 

gezeigt, dass IFN in Makrophagen einen M1-Phänotyp induziert und Neutrophile in 

einen anti-tumor Status repolarisiert [89, 90]. Auch in MDSC gingen IFN-vermittelte 

Veränderungen im Transkriptom mit einer funktionellen Veränderung einher [3].  

 

Im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen konnte bei tumortragenden IFNAR1-/- Mäusen die 

Suppressivität von MDSC durch Poly(I:C) nicht aufgehoben werden [3]. In IFNAR1-/- 

Mäusen war die IL-6 Freisetzung, trotz intaktem NF-κB Signalwegs, deutlich reduziert 

[3]. Der ausbleibende Therapieeffekt in IFNAR1-/- Mäusen legte eine entscheidende 

Rolle der IFN-Signalkaskade in der Tumorkontrolle nahe [3]. In Malignom-Patienten 

wurden niedrige chronische IFN-Level beobachtet, die mit der Etablierung eines 

immunsuppressiven Milieus in Verbindung gebracht wurden [63]. Bei Patienten mit 

chronischen Virusinfektionen führte IFN-Signaling zur Anhäufung suppressiver MDSC 

[91, 92]. Während einer akuten Virusinfektion war IFNAR-Signaling für die 

Amplifizierung einer frühen proinflammatorischen Zytokinproduktion entscheidend [93].  

Der ursächliche Zusammenhang zwischen akutem und chronischem IFN-Signaling, 

bezogen auf die Entwicklung und Suppressivität von MDSC, ist nicht ausreichend 

geklärt und erfordert weitere Untersuchung. 
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3.7 Antigenpräsentation durch MDSC  

Erfolgreiches T-Zell Priming und Antigenpräsentation sind für die Tumorimmunität von 

zentraler Bedeutung.  

 

Für die effiziente Kreuzpräsentation durch DC war Typ-I-IFN erforderlich [94, 95]. 

Mehrere Gene, die mit Antigenpräsentation zusammenhängen, wurden nach 

Poly(I:C)-Therapie in MDSC hochreguliert; dennoch konnte keine Kreuzpräsentation 

von Tumorantigenen beobachtet werden [3]. Anders als in den Studien, die eine 

Induktion von Antigenpräsentation durch MDSC nach Therapie mit TLR7/8-Agonisten 

zeigten [85, 96, 97], wurde hier ein optimiertes Isolationsprotokoll verwendet, um eine 

Kontamination mit professionellen APC, wie DC, zu vermeiden [3].  

 

 

3.8 Ausblick      

Zusammenfassend waren RLR-Liganden sowohl geeignet Tumorzelltod von PDAC 

Zellen auszulösen als auch die tumorinduzierte Immunsuppression zu überkommen, 

indem die angeborene und die adaptive Immunantwort aktiviert wurden. Die 

Tumorzellen wurden entweder direkt apoptotisch oder CTL-vermittelt lysiert. Auf beiden 

Wegen wurden Tumorantigene für DC bereitgestellt und neben dem angeborenen 

auch das adaptive Immunsystem angeregt. Durch Typ-I-IFN wurde die 

immunsuppressive Funktion von regulatorischen T-Zellen und MDSC herabgesetzt [84, 

98], eine Th1-Polarisierung induziert und Antigenpräsentation durch DC verbessert 

[99]. 

 

Eine effektive Antigenpräsentation von tumorassoziiertem Antigen durch DC bildet die 

Grundlage für die klinische Anwendung von RLR-Liganden, entweder ex vivo, um die 

Wirksamkeit von Tumorvakzinen auf DC-Basis zu verbessern, oder in vivo, um 

Antitumor-CTL-Antworten direkt zu aktivieren [1]. Dazu kann beispielsweise eine lokale 

Behandlung von Pankreaskarzinomen mit RLR-Liganden vor der Tumorresektion eine 

T-Zell-vermittelten Antitumor-Immunantwort induzieren, die möglicherweise das 

Auswachsen verbleibender Tumorzellen verhindert [1].  
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Es ist davon auszugehen, dass die Kombination mit RLR-Liganden für einige bisher 

weniger erfolgreiche Behandlungsstrategien von Vorteil sein kann. Insbesondere 

Immuntherapien, die auf eine Verbesserung der T-Zell-Funktion abzielen, wie 

beispielsweise Checkpoint-Inhibitoren oder adaptiver T-Zell-Transfer, können von der 

Umprogrammierung der TME profitieren. 
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4. Summary and discussion 

4.1 Principles of RLR therapy in PDAC 

Human pancreatic carcinoma cells expressed MDA5 and had an intact signaling 

cascade [2]. Immunohistochemistry from human tissue samples showed an MDA5 

staining in all samples that was inversely correlated with differentiation (lowest MDA5 

expression level in G3 and G4 tumors, highest in G2 tumors) [2]. In PDAC cells, the 

MDA5 ligand Poly(I:C) induced IRF3 phosphorylation, the production of type I IFN, 

upregulation of MHC-I expression, and tumor cell death as typical components of an 

antiviral immune response [2]. Similar effects could be observed after RIG-I activation 

with ppp-RNA [55], but Poly(I:C) required significantly lower RNA concentrations to 

effectively induce cell death [2, 67]. The effects of Poly(I:C) therapy on tumor cells were 

mediated by MDA5 and not by RIG-I or TLR3 [2]. The involvement of TLR3 signaling 

could not be completely ruled out, although the lack of apoptosis and IFN release after 

treatment with non-complexed Poly(I:C) made a major role unlikely [2]. 

 

 

4.2 Immunogenic cell death after therapy with RLR ligands 

In addition to RLR-mediated IFN release and activation of the innate immune system, 

cell death was triggered in tumor cells. Malignant cells appeared to be particularly 

sensitive to RLR-mediated cell death [65, 68, 70, 71], in a series of human and murine 

PDAC cell lines treatment with MDA5 ligands elicited cell death and showed no 

evidence of apoptosis resistance [2], as would be the case with chemotherapy or 

radiotherapy [66]. 

 

In murine pancreatic cancer models Poly(I:C)-based therapy was well tolerated and 

prolonged the survival of the mice [2]. This effect was mediated by CD8+ T cells, 

whereas NK cells were not necessary [2]. In addition, a T cell memory developed that 

protected treated mice from later tumor cell exposure [2]. Immunization with apoptotic 

tumor cells treated with MDA5 ligands also protected mice from tumor growth during 

subsequent implantation of vital cells [1]. This demonstrated the formation of an 

anti-tumor adaptive immune response in vivo.  

The described RLR-mediated cell death met key criteria of immunogenic cell 

death [72]. 
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4.3 Tumor cell death by cytotoxic T cells 

Upon exposure to RLR ligands, MHC-I and Fas (CD95) were upregulated in tumor 

cells, making them susceptible to Fas-mediated cell death by cytotoxic T cells (CTLs) 

[1]. Increased systemic appearance of tumor-specific T cells were observed. In 

addition, tumor-infiltrating CD8+ T cells expressed more IFN-γ, Fas ligand (CD95L) and 

perforin as a sign for increased cytolytic activity [2]. Thus, MDA5 activation could 

overcome tumor-induced immunosuppression and reactivate tumor-specific T cells. 

 

 

4.4 Antigen presentation and DC activation 

For efficient activation of the adaptive immune system, antigen presentation by DC was 

essential. Pancreatic carcinoma cells treated with RLR ligands induce antigen uptake 

and cross-presentation of tumor-associated antigen by CD8α+ DC, which is reflected in 

a clonal expansion of CTL [1]. On the other hand, oxaliplatin or staurosporine treated 

tumor cells were unable to induce DC activation or antigenic cross-presentation, 

although the cells were effectively killed [1]. DC activation is achieved by the release of 

danger signals (e.g. danger-associated molecular patterns, DAMP) from the tumor cells 

[73]. Tumor cells treated with RLR ligands released high levels of HMGB1, which can 

trigger DC activation via TLR2/4 and RAGE [74, 75]. However, this did not seem to 

contribute significantly to DC activation, as it was also unaffected in RAGE-/-, MyD88-/-, 

TRIF-/-, TLR4-/-, or TLR2-/-TLR4-/- DC [1]. Nor was DC activation the result of NLRP3 

inflammasome signaling because it also worked normally in NLRP3-/-, ASC-/-, P2X7-/- or 

IL-18-/- DC [1, 76]. 

 

On the other hand, no activation was observed in IFNAR-/- DC [1]. Both after 

intratumoral and systemic administration of Poly(I:C), tumor tissue displayed high 

levels of type I and type II IFNs and ISGs [1, 2]. In addition, in CD8α+ DC MHC-II and 

costimulatory molecules were upregulated [1]. The serum contained high levels of 

type I IFN and the activation of circulating DC, T cells, B cells and NK cells could be 

observed [2]. In vitro, exogenously added IFN caused less DC activation than medium 

from RLR-treated tumor cells [1]. The tumor-derived type I IFN was therefore crucial for 

DC activation, although not solely responsible. 
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4.5 Role of MDSC in RLR therapy 

MDSC are a prominent component of the TME and contribute to the maintenance of 

tumor immunosuppression.  

 

As the tumor burden increased, so did the number of PMN-MDSC systemically [3]. The 

high levels of expression of ARG1 and PD-L1, both known T cell suppression 

mechanisms [77-80], indicated pathological activation [3]. MDSC inhibited T cell 

proliferation [3] and in the T110299 PDAC model, PMN-MDSC were more suppressive 

than M-MDSC [3]; a phenomenon known from human studies [78, 81-83]. Tumor tissue 

MDSC were more suppressive than those derived from the spleen [3, 50]. 

 

RLR therapy changed the composition of the immune cell populations in the tumor and 

spleen, including those of MDSC [3, 67]. The ability of MDSC to suppress T cells was 

reversed by Poly(I:C), which was accompanied with an increased recruitment of 

activated CD8+ T cells into the tumor tissue [3]. A similar reduction of the suppression 

by MDSC could be demonstrated for TLR7/8 and TLR9 activation in vivo [84, 85]. 

These changes in MDSC function, which could also be seen at the transcriptional level, 

are characteristic of the transition from a “cold” T cell exclusion to a "hot" T cell 

enriched tumor milieu [86]. 

 

 

4.6 IFN-dependent therapy effects on MDSC 

Therapy success in PDAC was CD8+ T cell dependent [2]. In turn, systemic T cell 

activation depended on intact IFNAR signaling [1], underscoring IFN's pivotal role [63, 

87]. Also, the change in MDSC composition and number was partially IFNAR mediated 

[3]. MHC-I and PD-L1 expression on MDSC was significantly increased by Poly(I:C) 

treatment in wildtype mice, but not in IFNAR-deficient mice [3]. PD-L1 has already 

been shown to be inducible by IFN on MDSC [88]. 

 

Transcriptome analysis revealed that IFN-associated metabolic pathways and signaling 

pathways account for much of the post-therapeutic changes in MDSC [3]. That IFN 

induced an M1 phenotype in macrophages and repolarized neutrophils into an 
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anti-tumor status has already been shown [89, 90]. In MDSC also, IFN-mediated 

changes in the transcriptome were associated with a functional change [3]. 

 

In tumor-bearing IFNAR1-/- mice, the general suppression of MDSC was reduced and 

could not be reversed by Poly(I:C) compared to wildtype mice [3]. In IFNAR1-/- mice 

IL-6 release was significantly reduced, despite intact NF-κB signaling pathway, 

suggesting a regulatory IFN effect in inflammation [3]. The lack of therapeutic effect in 

the IFNAR1-/- mice suggested a crucial role of IFN signaling in tumor control [3]. In 

tumor patients, low levels of chronic IFN were associated with the establishment of an 

immunosuppressive ambience [63] and in patients with chronic viral infections, IFN 

signaling lead to the accumulation of suppressive MDSC [91, 92]. During an acute viral 

infection, IFNAR signaling was critical for the amplification of early proinflammatory 

cytokine production [93].  

 

The causal relationship between acute and chronic IFN signaling, in relation to MDSC 

development and suppression, is poorly understood and requires further investigation. 

 

 

4.7 Antigen presentation by MDSC  

Successful T cell priming and antigen presentation are of central importance for tumor 

immunity.  

 

For efficient cross-presentation by DC, type I IFN was required [94, 95]. Several genes 

associated with antigen presentation were upregulated after Poly(I:C) therapy in 

MDSC, yet no cross-presentation of tumor antigens could be achieved [3]. Unlike the 

studies showing induction of cross-presentation by MDSC after treatment with TLR7/8 

agonists [85, 96, 97], an optimized isolation protocol was used to avoid contamination 

with professional APC such as DC [3]. 
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4.8 Outlook      

In summary, RLR ligands are both capable of inducing tumor cell death of PDAC cells 

and overcoming tumor-induced immunosuppression by activating innate and adaptive 

immune responses. The tumor cells became either directly apoptotic or were 

CTL-mediated lysed. In both ways, tumor antigens were provided for DC and in 

addition to the innate, the adaptive immune system was also stimulated. Type I IFN 

decreased the immunosuppressive function of regulatory T cells and MDSC [84, 98], 

induced Th1 polarization and facilitates antigen presentation by DC [99]. 

 

Efficient cross-presentation of tumor-associated antigen by DC builds the foundation 

for the clinical application of RLR ligands: ex vivo to enhance the efficacy of DC-based 

tumor vaccines, or to immediately induce anti-tumor T cell response in vivo [1]. 

Therefore, local treatment of pancreatic carcinomas with RLR ligands prior to tumor 

resection may induce a T cell-mediated anti-tumor immune response with the potential 

to prevent the residual tumor cells from outgrowing [1]. 

 

It is expected, that combinations with RLR ligands may be beneficial for some 

previously less successful treatment strategies. Immunotherapies aiming at improving 

T cell function, such as checkpoint inhibitors or adaptive T cell transfer, may benefit in 

particular from the reprogramming of the TME. 
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APC Antigen-presenting cell 

ARG1 Arginase 1 

ASC Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD 

CD Cluster of differentiation 

CTL Cytotoxic T lymphocyte 

CTLA4 Cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4 

CXCL CXC-chemokine ligand 

DC Dendritic cell 

dsRNA Double-stranded RNA 

FACS Fluorescence-activated cell sorting 

FDA Food and Drug Administration 

G-CSF Granulocyte colony-stimulating factor 

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

HMGB1 High-mobility-group-protein B1 

IDO1 Indoleamine 2,3-dioxygenase 1 

IFN Interferon 

IFNAR Interferon-alpha-beta receptor 

IL Interleukin 

iNOS Inducible nitric oxide synthases 

IRF3 IFN regulatory factor 3 

IRF7 IFN regulatory factor 7 

ISG Interferon-stimulated genes 

KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 

Ly6C Lymphocyte antigen 6 complex, locus C 

Ly6G Lymphocyte antigen 6 complex, locus G 

MAVS Mitochondrial antiviral-signaling protein 

MDA5 Melanoma differentiation-associated antigen 5 

MDSC Myeloid-derived suppressor cells 

MHC Major histocompatibility complex 

M-MDSC Monocytic myeloid-derived suppressor cells 

moDC Monocyte-derived DC 

Myd88 Myeloid differentiation primary response 88 

NF‑kB Nuclear factor kappa B 

NK Natural killer cell 

NLRP3 NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3 
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NOS Nitrogen species 

NOX Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase 

P2x7 Purinergic receptor P2X 7 

PD-1 Programmed cell death protein 1 

PDAC Pancreatic ductal adenocarcinoma 

PD-L1 Programmed cell death 1 ligand 1 

PMN-MDSC Polymorphonuclear MDSC 

Poly(I:C) Polyinosinic:polycytidylic acid 

RIG-I Retinoic acid-inducible gene I 

RLR RIG-I-like receptor  

RNA Ribonucleic acid 

ROS Reactive oxygen 

STAT Signal transducer and activator of transcription 

T110299 PDAC Zelllinie 

TAM Tumor-associated macrophages 

TGF-β Transforming growth factor β 

TLR Toll-like receptor 

TME Tumor microenvironment 

TNF-α Tumor necrosis factor-α  

TRIF TIR domain-containing adapter inducing IFN-β 
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